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摘要 :【 目 的) 为 探讨 经 Bt 杀 嘲 蛋白 处 理 后 二 化 蜡 Chilo suppressalis (Walker) 幼虫 中 肠 细 菌 群落 的 
差异 。【 方 法】 本 研究 对 采 自 北京 (BJ) 和 福州 (FZ)2 个 地 区 在 室内 分 别 经 过 未 用 Bt 杀 虫 蛋白 和 
使 用 Bt 杀 束 蛋白 (Cry1Ab，CrylAc 和 Cryl1Ca) 多 代 状 选 条 件 下 的 二 化 蜡 幼 虫 中 上 肠 进行 解剖, 采用 
变性 梯度 凝 胶 电泳 (DGGE ) 和 Illumina MiSeq 技术 测序 平台 对 3 个 处 理 组 ( BJCryl Ab, BJCrylAc 
和 FZ1Ca) 和 2 个 对 照 组 (BJCK 和 FZCK) 中 肠 细 菌 的 16S rDNA V3 可 变 区 进行 电泳 检测 和 高 通 量 
测序 。 【结果 】DCGGCE 图 谱 显 示 ,5 同 处 理 组 的 细菌 不 仅 丰富 度 存在 差异 ， 同时 同 种 细菌 在 不 同 
处 理 组 中 的 比例 也 存在 差异 。 高 通 量 测 序 结 果 表 明 , 优 势 菌 为 厚 壁 菌 门 (Firmicutes ) 的 肠 球菌 必 
Enterococcus ,其 次 为 她 杆菌 属 Lactobacillus 和 芽孢 杆菌 属 Bacillus ， 以 及 变形 菌 门 (Proteobacteria ) 、 
绿 谊 菌 门 (Chloroflexi) 和 拟 杆 菌 门 (Bacteroidetes) 。 同 一 地 区 的 二 化 蝇 种 群 ,Bt 杀 束 蛋白 处 理 组 
(BJCry1Ab，BJCrylAc 和 FZ1Ca) 的 二 化 蜡 幼 虫 与 对 照 组 (BJCK 和 FFZCK) 相 比 ,优势 菌 肠 球菌 必 
Enterococcus 比重 均 有 所 增加 ,而 乳 杆 菌 属 Lactobacilluss 所 占 比 重 均 有 所 降低 。 北 京 和 福州 这 2 个 
地 区 未 用 Bt 杀 束 蛋白 处 理 的 对 照 组 之 间 肠 道 菌 落 的 结构 也 存在 一 定 差异 。 【结论 】 经 Bt 杀 忠 蛋白 
处 理 后 二 化 痢 幼 虫 中 肠 细菌 群落 的 丰富 度 出 现 变化 ,推测 可 能 与 二 化 螟 取 食 不 同 Bt 杀 忠 蛋白 、 地 
理 位 置 差异 以 及 饲养 代数 不 同 有 关 。 
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Abstract: [Aim) To clarify the change in the bacterial community in larval midguts of the striped stem 
borer, Chilo suppressalis (Lepidoptera: Crambidae ) after treatment with Bacillus thuringiensis insecticidal 
proteins. 【Methods】Midguts were dissected from C. suppressalis larvae that were collected from Beijing 
(BJ) and Fuzhou (FZ) of China and successively reared with artificial diets without Bt insecticidal 
proteins and with Bt insecticidal proteins (Cryl Ab, Cryl Ac and Cryl Ca), respectively. Degeneration 
gradient gel electrophoresis (DGGE) and lllumina MiSeq platform were employed to detect the bacterial 
community in these midguts and to compare its difference among different treatments ( BJCK, BJCrylAb, 
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BJCryl Ac, FZCK and FZ1Ca) of the two populations. 【Results】The DGGE profiles demonstrated that 
there was difference in bacterial abundance in larval midguts of C. suppressalis among different 
treatments. Analyses on DNA sequence of 16S rDNA libraries indicated that among the midgut bacteria 
Enterococcus bacteria of Firmicutes was the most dominant, followed by bacteria of Lactobacillus and 
Bacillus (Firmicutes) , Proteobacteria, Chloroflexi, and Bacteroidetes. The proportions of the dominant 
Enterococcus bacteria in the larvae treated with Bt insecticidal proteins ( BJCryl Ab, BJCryl Ac and 
FZ1Ca) were higher than those in the larvae without treatment with Bt (BJCK and FZCK ) but the 
proportions of Lactobacillus bacteria were lower in the larvae treated with Bt insecticidal proteins. The 
bacterial abundance also differed between BJCK and FZCK. [ Conclusion 】The results suggest that the 
bacterial abundance in larval midguts of C. suppressalis changes after treatment with Bt insecticidal 
proteins, which may be related to the difference in Bt insecticidal proteins, geographical sites and 
successive rearing time. 
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昆虫 体内 的 肠 道 微生物 构成 了 昆虫 肠 道 的 微 生 
态 体 系 。 它 们 在 昆虫 肠 道内 定 殖 ,完成 生长 .代谢 、 
增殖 等 全 部 生命 活动 。 在 某 些 情况 下 ,上 肠 道 共生 茵 
已 经 与 昆虫 形成 专 性 共生 关系 ,影响 着 昆虫 的 生长 
和 发 育 , 参 与 昆虫 的 消化 营养 吸 收 和 繁殖 ( 张 球 峰 
等 , 2013) ,而 且 肠 道 细菌 对 信息 素 的 产生 维生素 
的 合成 . 杀 虫 剂 的 降解 以 及 病菌 的 防御 也 有 重要 的 
作用 (Brand et al., 1975; Dillon et al., 2002, 2005; 
Mrazek et al., 2008 ) 。 























传统 的 微生物 培养 是 分 析 肠 道 微生物 群落 多 样 
性 和 鉴定 肠 道 微生物 种 类 最 经 典 的 方法 。 但 是 由 于 
环境 中 的 微生物 约 有 90% 不 能 培养 (Amann ef al.， 
1995 ) ,并 且 戎 株 培养 鉴定 过 程 繁 琐 且 容易 出 现 俩 
差 , 随 着 分 子 生 物 学 的 发 展 ,基于 核酸 序列 分 析 的 现 
代 分 子 生 物 学 技术 已 广泛 应 用 到 昆虫 的 肠 道 微生物 
学 研究 中 。 细 菌 核糖 体 16S rDNA 基因 可 变 区 是 此 
类 生物 物种 的 特征 核酸 序列 ,可 用 来 进行 细菌 的 分 
类 鉴定 。 基 于 16S rDNA 基因 的 聚合 酶 链 式 反 应 的 















































二 化 师 Chilo suppressalis (Walker) 属 鳞 翅 目 
(Lepidoptera ) 草 量 科 (Crambidae ) ,是 一 种 重要 的 钻 
星 性 水 稻 害 虫 。Bt 抗 虫 转基因 水 稻 的 成 功 培育 为 
二 化 蜡 的 防治 提供 了 新 的 策略 ,但 二 化 蜡 对 Bt 杀 虫 
蛋白 的 抗 性 将 是 制约 其 发 展 的 关键 因素 之 一 。 最 近 

















变性 梯度 凝 胶 电泳 (polymerase chain reaction- 
denaturing gradient gel electrophoresis, PCR-DGGE ) 
技术 ,理论 上 在 条 件 适当 的 情况 下 能 检测 出 来 上 只 有 
1 个 核酸 差异 的 DNA 片段 (Muyzer et al., 1993), 对 
复杂 的 肠 道 微生物 的 快速 鉴定 有 很 大 的 优势 ,因此 








十 年 来 ,已 有 一 些 关 于 Bt 杀 虫 蛋白 对 昆虫 肠 道 细菌 
影响 的 研究 报道 ,Broderick 等 (2006 ) 首次 从 有 舞 毒 蛾 
Lymanitria dispar 中 肠 中 发 现 Bt 杀 虫 活性 的 发 挥 必 
须 依 赖 于 肠 杆 菌 Enierobacter sp. NAB3。2009 年 ， 
他 们 在 6 种 鳞 翅 目 昆 虫 中 验证 了 之 前 的 研究 结果 ， 
并 且 还 发 现 Bt 活性 与 中 肠 微生物 的 关系 因 昆 虫 种 
类 而 异 (Broderick et ol.，2009 ) 。 但 是 Raymond 等 
(2009) 在 同年 发 现 小 菜 蛾 Plutella xylostella 中 肠 细 
菌 并 不 是 Bt 发 挥 杀 虫 活性 所 必需 的 。 张 浩 等 
(2012) 发 现 对 Bt 和 蛋白 抗 性 和 敏感 的 棉铃 虫 
Helicoverpa armigera 中 肠 细 菌 群 落 中 优势 菌 种 很 相 
似 ,而 劣势 菌 种 存在 差异 ,表明 肠 道 菌 在 Bt 杀 虫 过 
程 中 对 棉铃 虫 起 到 保护 作用 。 鉴 于 目前 Bt 杀 虫 蛋 
白 对 二 化 蜡 肠 道 细 菌 群落 的 影响 状况 仍 未 清楚 ， 
此 研究 取 食 Bt 杀 忠 蛋白 后 二 化 螟 幼 虫 肠 道 微生物 
的 群落 结构 的 变化 ,对 于 明确 二 化 坚 肠 道 细菌 与 Bt 
杀 虫 蛋白 之 间 的 关系 具有 重要 的 意义 。 















































在 肠 道 微生物 鉴定 中 得 到 了 广泛 的 应 用 。 王 甸 洪 等 
(2012) 运用 PCR-DGGE 和 16S rRNA 文库 相 结合 的 
方法 研究 了 螺旋 粉 届 Aleurodicus dispersus 体内 细菌 
多 样 性 和 主要 优势 菌 群 结构 。 相 辉 等 (2007 ) 采用 
基于 16S rDNA 的 DGGE 和 16S rDNA 文库 序列 分 
析 的 手段 发 现 专 食性 和 广 食 性 品系 的 家 看 Bombyx 
mori 幼虫 中 肠 内 的 特殊 菌 群 发 生 一 定 的 变化 。 通 
过 采用 16S rDNA 的 DGGE 的 方法 对 用 转基因 和 了 
转基因 棉花 饲 喂 的 意大利 蜜蜂 Apis mellifera ligustica 
的 肠 道 细菌 群落 研究 发 现 ,其 组 成 差异 并 不 明显 
( 姜 玮 瑜 等 , 2010) 。 尽 管 PCR-DGGE 技术 在 肠 道 
微生物 的 鉴定 中 具有 较 大 优势 ,但 该 技术 采用 切 胶 
克隆 测序 的 方法 来 鉴定 细菌 种 类 , 这 种 方法 难免 会 
造成 遗漏 。 本 研究 除 采 用 DGGE 电泳 图 谱 鉴 定 的 
方法 外 ,还 进一步 采用 高 通 量 测序 技术 手段 对 16S 
rDNA 基因 V3 区 的 PCR 产物 进行 了 检测 ,以 期 得 到 
更 加 完整 的 菌落 信息 。 
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本 研究 以 二 化 晓 为 供 斌 昆虫 ,采用 DGGE 和 高 
量 测序 技术 ,对 在 室内 使 用 人 工 饲料 (添加 不 同 
Bt 杀 虫 蛋白 和 未 添加 Bt 杀 虫 蛋白 ) 饲养 多 代 的 北 
京 和 福州 两 个 地 区 的 二 化 虹 幼 虫 中 肠 细 苗 进行 研 
究 。 通 过 比较 不 同 处 理 组 的 二 化 曝 幼 虫 中 肠 细菌 的 
群落 多 样 性 及 群落 结构 的 变化 ,探讨 肠 道 细菌 与 Bt 
杀 虫 蛋白 之 间 的 关系 ,进而 为 阐明 Bt 杀 虫 机 制 提 供 
一 定 的 借鉴 和 参考 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 

分 别 在 北京 (2008 年 10 月 ) 和 福州 (2012 年 8 
月 )2 个 地 区 田间 采集 二 化 蜡 幼 虫 ,在 室内 用 人 工 饲 
料 饲 养 , 饲养 条 件 为 :温度 27 + 1%C ,相对 湿度 
75% +10% , 光 周 期 16L:8D。 以 人 工 饲料 中 未 添加 
Bt 杀 虫 蛋白 的 北京 种 群 (BJCK) 和 福州 种 群 
(FZCK) 为 对 照 组 ,以 人 工 饲料 中 添加 CrylAc 和 
CrylAb 毒素 的 北京 种 群 和 添加 CrylCa 毒素 的 福州 
种 群 为 相应 的 处 理 组 ( 表 1)。 
1.2 有 上 肠 道 的 解剖 与 保存 

二 化 旦 幼虫 生长 发 育 到 4 龄 初期 时 ,每 个 处 理 
取 105 头 幼 虫 的 中 肠 。 在 无 菌 操作 条 件 下 解剖 出 中 
肠 , 将 中 肠 放 入 1.5 mL 离心 管 中 ,每 管 35 头 幼 虫 中 
肠 , 每 个 处 理 3 管 。 离 心 管 中 提 前 放 和 0.7% 的 生 
理 盐 水 500 ML , 单 管 编号 , 放 和 人 -80Y 冰箱 保存 。 
1.3 DNA 的 提取 和 PCR 扩 增 

细菌 DNA 提取 采用 PowerSoil@ Isolation DNA 
Kit DNA 提取 试剂 盒 (MoBio Laboratories Inc.， 
Carlsbad ，California) ,将 提取 的 DNA 溶解 于 250 pL 
的 ddH,0 中 。 用 16S rDNA V3 区 的 引物 338F(5'- 
ACTCCTACGCGAGCGCCACCAG-3') 和 534R [5'-CCC 
CCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGG 
GGG(CATTACCGCGGCT GCTGG)-37] 分 别 扩 增 5 个 
处 理 的 二 化 量 幼 虫 中 肠 的 16S rDNA V3 区 以 构建 文 
库 。50 kL PCR 反应 体系 包含 :模板 DNA 2.5 ng, 引 
物 338F(20 pmol/L)1 pL, 引 物 534R(20 pmol/L) 
1 nL,10 x PCR Buffer 5 pL, dNTPs Mixture( 各 2.5 
mmol/L)4 pL,rTag 酶 (5 UZnL)0.25 pL(TaKaRa, 
大 连 ) ,ddH,0 补 至 50 pL。PCR 扩 增 程序 为 :94C 
预 变性 10 min;94% 变性 1 min,55 人 所 退火 1 min( 
个 循环 降低 0. 1% ) ,72% 延伸 1 min 30 s, 循 环 30 
次 ;最 终 72% 延伸 10 min。PCR 产物 经 1.0% 琼脂 
糖 凝 胶 电 泳 检测 ,上 样 顺序 依次 为 BJCK，BJCry1Ab， 
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BJCryl Ac, FZCK, FZlCa 和 1 kb plus DNA Ladder 
(MD113)( 天 根 生化 科技 有 限 公 司 ,北京 ) 。 
1.4 ”变性 梯度 凝 胶 电 泳 

采用 DGGE 对 5 个 样本 的 PCR 产物 进行 电泳 
) 离 , 胶 浓度 为 10% , 凝 胶 变 性 范围 为 40% ~60% 。 
电泳 条 件 为 电压 65 V ,电泳 16 h。 电 泳 结 束 后 使 用 
民 染 法 染色 , 步 又 如 下 :采用 10% 乙酸 进行 固定 , 取 
450 mL 纯 水 ,加 冰 醋 酸 50 mL 混合 ,固定 30 min ,中 
间 播 晃 数 次 ;水 洗 3 次 ,每 次 2 min; 用 0.1% AgN0， 
染色 , 取 0.4 g AgNO; 加 入 400 mL 纯 水 中 , 再 加 入 
甲醛 400 kL, 轻 抒 25 min; 水 洗 20 s; 用 20% 
Na,C0; 显 色 , 取 12.5 g NaaC0; 加 入 500 mL 纯 水 
中 ,加 入 甲醛 500 HL， Na,S,0;, 100 HL 初始 浓度 为 
100 mg/mL) ;10% 乙酸 固定 10 min, 放 入 纯 水 中 。 
用 凝 胶 成 像 系 统 直 接 拍照 记录 条 带 图 谱 。 图 谱 分 
析 : 通 过 一 系列 的 文件 转换 ,采用 Phylip 4.0 软件 计 
算 分 离 度 ;采用 Mega 5.0(Kumar et al.，2004 ) 对 不 
同 处 理 组 进行 聚 类 分 析 ,根据 Kimura 2-Parameter 选 
用 邻接 法 (Neighbor-Joining，NJ) (Felsenstein ， 
1985 ) 构建 不 同 种 群 的 进化 树 , 进 化 树 分 支 的 置信 
度 采 用 自 展 法 (Bootstrap ) 重复 检测 1 000 次 。 
1.5 高 通 量 测序 及 序列 分 析 

5 个 样品 细菌 DNA 的 提取 和 PCR 扩 增 同 1.3 

节 , 用 NEB Next@ UltraTM DNA Library Prep Kit for 
Ilumina 建 库 试 剂 盒 ( New England Biolabs ,美国 ) 进 
行文 库 的 构建 ,构建 好 的 文库 经 过 Qubit 定量 和 文 
库 检测 合格 后 ,采用 Ilumina MiSeq 技术 测序 平台 
(北京 诺 禾 致 源 生物 信息 科技 有 限 公司 ) 对 5 个 样 
品 16S rDNA 的 V3 区 PCR 产物 进行 双 端 测序 。 为 
了 使 信息 分 析 的 结果 更 加 准确 .可 靠 ,使 用 QUME 
( Caporaso et al., 2010) 软件 对 测序 的 得 到 的 原始 数 
据 (raw data ) 进行 过 滤 得 到 有 效 数据 (clean data) 。 
通过 flash 软件 (Mage and Salzberg, 2011 ) 将 有 重 闭 
区 (overlap) 的 一 对 reads 拼接 成 tags ,对 拼接 得 到 的 
reads 数目 进行 统计 。 使 用 UCLUS 软件 ( Edgar， 
2010) 在 97% 相似 度 下 将 序列 聚 类 成 为 OTUs 
(operational taxonomic units ) , 这 里 OTUs 表示 的 是 
一 组 来 源 于 某 一 个 相同 分 类 单元 的 序列 ,属于 同一 
OTU 的 一 组 序列 在 系统 分 类 学 上 十 分 接近 ,从 中 取 
1 条 代表 性 的 序列 用 于 下 游 的 物种 注释 分 析 。 使 用 
RDP (ribosomal database project) classifier( Wang et 
al., 2007 ) 对 代表 性 的 序列 进行 物种 注释 ,统计 每 个 
样品 在 各 分 类 水 平 上 (phylum ，class，order ，family 
和 genus) 的 构成 ,用 柱状 图 进行 可 视 化 。 
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表 1 不 同 种 群 二 化 晶 幼 虫 的 实验 处 理 


Table 1 Experimental treatments of Chilo suppressalis 


larvae from different populations 


样本 代码 ”采集 地 点 ”饲养 代数 实验 处 理 











Sample Collecting Rearing 
a 2 Experimental treatment 
code locality generation 
北京 未 用 Bt 毒素 处 理 二 化 蜡 北 京 种 群 
BJCK 入 A 52 Beijing population without treatment 
pS with Bt toxins 
北京 CrylAb 处 理 二 化 蜡 北 京 种 群 
BJCryl Ab Se 40 Beijing population treated 
SB with Cryl Ab 
i CrylAc 处理 二 化 旺 北 京 种 群 
BJCryl Ac B | 44 Beijing population treated with 
eijing CiylAe 
ee 未 用 Bt 毒素 处 理 二 化 旦 福州 种 群 
FZCK F 9 及 : . 6 Fuzhou population without treatment 
es with Bt toxins 
2 ClCa 处 理 二 化 由 福州 种 群 
FZ1Ca i 3 Fuzhou population treated with 


CrylCa 


Fuzhou, Fujian 


2 结果 


2.1 二 化 量 肠 道 DNA 的 提取 和 PCR 扩 增 

5 个 不 同 处 理 组 的 16S rDNA V3 区 的 PCR 扩 增 
产物 ,经 电泳 检测 均 在 195 kb 左右 出 现 明显 的 条 带 
(图 1) ,与 预期 产物 大 小 相符 , 且 特 异性 良好 , 故 直 
接 用 于 DGGE 电泳 分 析 和 高 通 量 测序 。 





1 2 3 4 5 M 








图 1 不 同 种 群 不 同 处 理 二 化 是 幼虫 肠 道 DNA 16S rDNA 
V3 区 PCR 产物 检测 结果 
Fig. 1 Analysis of PCR products of 16S rDNA V3 fragment 


of DNA from the midguts of Chilo suppressalis larvae from 








different populations subjected to different treatments 
1: BJCK; 2: BJCry1 Ab; 3: BJCryl Ac; 4: FZCK; 5, FZ1Ca; M: 1 kb 
plus DNA Ladder (MD113 ). 样本 代码 同 表 1; 下 同 。Sample codes 


see Table 1. The same below. 








2.2 二 化 旺 幼 虫 中 肠 细 菌 16S rDNA V3 区 序列 
PCR-DGGE 图 谱 分 析 

不 同 处 理 组 的 二 化 旦 幼虫 中 肠 细 菌 的 16S 
rDNA V3 区 序列 的 DGGE 图 谱 ( 图 2) 分 析 表 明 :5 
个 处 理 组 的 条 带 丰 富 度 有 差异 ,并 且 在 条 带 亮 度 上 
也 有 明显 差异 ,说 明 同 种 微生物 在 不 同 处 理 组 中 的 
比例 存在 差异 。 经 室内 饲养 多 代 以 后 ,北京 种 群 
BJCry1Ab 和 BJCrylAc 处 理 组 与 对 照 组 BJCK 相 比 ， 
细菌 群落 结构 出 现 一定 的 分 化 ,如 条 带 12 、 条 带 23 
和 条 带 29 虽然 在 其 他 3 个 处 理 中 都 有 检测 到 ,但 是 
BJCK 组 中 的 亮度 明显 强 于 BJCryl Ab 和 BJCrylAe 
处 理 组 ;条 带 17 在 BJCryl1Ab 和 BJCrylAc 处 理 组 的 
亮度 明显 强 于 BJCK 对 照 组 ,亮度 由 高 到 低 依次 为 
BJCrylAc,， BJCrylAb 和 BJCK。 不 同 的 Bt 杀 虫 蛋白 
处 理 后 的 北京 种 群 之 间 也 有 差异 ,条 带 25 在 
BJCrylAb 组 中 亮度 明显 强 于 BJCrylAc 组 , 在 
BJCry1Ab 检测 到 的 条 带 31 和 32 在 BJCrylAc 中 没有 
检测 到 。 福 州 种 群 由 于 饲养 代数 较 少 ,对 照 组 (FZCK) 


1 2 3 4 
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图 2 不 同 种 群 不 同 处 理 二 化 坚 幼 虫 中 肠 细菌 DGGE 图 谱 


Fig. 2 DGGE profiles of bacterial community in the midguts 














of Chilo suppressalis larvae from different populations 


subjected to different treatments 
1: BJCK; 2: BJCryl Ab; 3: BJCryl Ac; 4: FZCK; 5: FZ1Ca. 
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细菌 的 丰富 度 明 显 高 于 处 理 组 (FZ1Ca) , 除 条 带 17 
和 18 外, FZCK 条 带 亮度 均 强 于 FZ1lCa, 说 明 
CrylCa 毒素 的 处 理 可 能 降低 了 二 化 坚 中 肠 内 菌 群 
的 丰富 度 ,减少 了 细菌 的 数量 。 北 京 和 福州 两 个 地 
区 对 照 种 群 细菌 菌落 相似 ,但 个 别 条 带 的 亮度 也 有 差 
异 , 说 明 可 能 这 两 个 处 理 组 的 地 理 差异 或 者 饲养 代数 
的 不 同 而 对 二 化 螟 幼 虫 中 肠 细菌 菌落 结构 有 影响 。 
2.3 二 化 蜡 幼 虫 中 肠 细菌 菌落 结构 和 生物 信息 学 

高 通 量 测序 结果 表明 5 个 样品 总 共 获 得 
224 700 条 Clean Reads (过 滤 后 得 到 的 拼接 序列 
数 ) ,每 个 样品 平均 有 44 940 条 ,Clean Reads 平均 长 
度 为 156.3 bp。 根 据 Barcode 序列 将 Reads 按照 样 
品 来 源 进 行 分 拣 ,并 对 每 个 样品 的 Reads 数目 和 注 
释 成 功 的 Reads 数目 进行 统计 ( 表 2) 。 








表 2 reads 数目 统计 
Table 2 ”Number of reads 
样品 代码 Reads 数目 注释 的 Reads 数目 
Sample ID Number of reads Number of annotated reads 
BJCK 75 544 66 441 
BJCryl Ab 37 038 32 747 
BJCryl Ac 37 716 33 359 
FZCK 42 639 36 383 
FZ1Ca 31 763 28 204 
1.00 
0.75 


0.50 


相对 丰 度 
Relative abundance 


0.25 


BJCK BJCrylAb BJCrylAe FZCK 








基于 OTUs 的 分 类 结果 (图 3) ,在 门 分 类 阶 元 
水 平 ,5 个 处 理 组 注释 到 了 厚 壁 菌 门 ( Firmicutes)、 
变形 菌 门 ( Proteobacteria ) 、 绿 弯 菌 门 (Chloroflexi ) 、 
拟 杆菌 门 放 线 菌 门 
( Actinobacteria) 、 酸 杆菌 门 ( Acidobacteria) 、 蓝 藻 门 
(Cyanobacteria) 硝化 螺旋 菌 门 (Nitrospirae) 、 疣 微 
门 ( Verrucomicrobia) 等 ,还 有 一 些 未 注释 成 功 的 。 
其 中 厚 壁 菌 门 为 绝对 优势 菌 , 其 次 是 变形 菌 门 和 绿 
弯 菌 门 。 厚 壁 菌 门 中 的 肠 球菌 属 Knterococcus 为 优 
势 菌 ,在 5 个 处 理 组 中 所 占 比重 分 别 为 70. 92% ， 
80.37% , 81.68% , 62.42% 和 84.55%( 表 3); 其 次 
是 乳 杆 菌 属 Lactobacillus ,所 占 比 重 依 次 为 13.05%， 
2.54% , 4.15% , 2.91% 和 0.84% ( 表 3)。 在 变形 
菌 门 中 主要 是 w- 变 形 菌 纲 (Alpha-proteobacteria ) 、 
B- 变 形 菌 纲 (了 Beta-proteobacteria ) 、y- 变 形 菌 纲 
( Gamma-proteobacteria)( 表 3 ) 。 放 线 菌 门 和 拟 杆 菌 
门 等 也 占 一 定 比 重 ( 表 3)。 

对 于 北京 种 群 ,在 室内 人 工 饲料 饲 喂 几 十 代 后 , 优 
势 菌 肠 球菌 属 在 BJCK 组 中 所 占 比重 低 于 BJCrylAb 
和 BJCrylAe 组 ,而 次 优势 菌 乳 杆菌 属 在 BJCK 组 中 
所 占 比重 高 于 BJCryl1 Ab 和 BJCrylAc 组 。 葡 萄 菌 球 
属 Staphylococcus 在 对 照 组 BJCK 中 占 0.57% ,而 在 





( Bacteroidetes ) 、 























分 类 群 


Taxon 


酸 杆 菌 门 Acidobacteria 

放 线 苗 门 Actinobacteria 

细菌 (未 分 类 ) Bacteria_unclassified 
拟 杆 菌 门 Bacteroidetes 

绿 弯 菌 门 Chloroflexi 

蓝 菌 门 Cyanobacteria 

厚 壁 菌 门 


蓝 
Firmicutes 
变形 菌 门 Proteobacteria 








硝化 螺旋 菌 门 Nitrospirae 
稀有 Rare 


栖 热 菌 门 Thermi 
未 分 类 Unclassified 
疣 微 菌 门 Verrucomicrobia 














FZ1Ca 





图 3 不 同 种 群 不 同 处理 二 化 蜡 幼 虫 中 肠 细 菌 物种 注释 结果 柱状 图 


Fig. 3 Histogram of species annotation results of bacterial community in the midgut of Chilo suppressalis 





larvae from different populations subjected to different treatments 
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表 3 不 同 种 群 不 同 处 理 二 化 晶 幼 虫 中 肠 细 菌 属 的 相对 丰 度 ( %) 
Table 3 Relative abundance ( %) of bacterial genera in the midgut of Chilo suppressalis larvae from 
different populations subjected to different treatments 
类 群 Group 纲 / 属 Class/ Genus BJCK BJCryAb BJCryl Ac FZCK FZ1Ca 
厚 壁 菌 门 Firmicutes 88.11 85.27 88.20 67.40 87.70 
肠 球 菌 属 Enterococcus 70.92 80.37 81.68 62.42 84.55 
乳 杆 菌 属 Lactobacillus 13.05 2.54 4.15 2.91 0.84 
芽孢 杆菌 属 Bacillus 0.46 0.45 0.46 0.37 0.31 
葡萄 菌 球 属 Sitaphylococcus 0.57 0.01 0.00 0.01 0.01 
其 他 Others 3.11 1.90 1.91 1.69 1.99 
绿 弯 菌 门 Chloroflexi 2.13 2.40 2.03 6.64 2.12 
变形 菌 门 Proteobacteria 3.68 4.76 3.58 9.99 3.77 
Qa- 变形 菌 纲 Alphaproteobacteria 0.77 1.41 1.00 4.27 0.83 
B- 变 形 菌 纲 Betaproteobacteria 1.26 1.62 1.02 2.97 1.50 
y- 变 形 菌 纲 Gammaproteobacteria 0.44 0.59 0.37 1.37 0.43 
其 他 Others 1.21 1.14 1. 19 1.38 1.01 
拟 杆 菌 门 Bacteroidetes 1.34 2.56 1.05 7.41 1.64 
放 线 菌 门 Actinobacteria 0.99 1.03 1.23 1.54 1.13 
酸 杆菌 门 Acidobacteria 0.76 1.03 0.83 1.66 0.87 
硝化 螺旋 菌 门 Nitrospirae 0.34 0.34 0.44 0.35 0.34 
蓝 菌 门 Cyanobacteria 0.06 0.07 0.10 0.25 0.09 
疣 微 菌 门 Verrucomicrobia 0.28 0.33 0.31 0.40 0.28 
再 热 菌 门 Thermi 0. 10 0.04 0.05 1.58 0.12 
他 Others 2 2.18 2.78 1.94 
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而 在 男 外 4 个 处 理 组 所 占 比 重 接近 于 0。BJCK 和 
BJCrylAc 处 理 组 在 门 分 类 阶 元 上 比重 相似 , 而 
BJCrylAb 与 北京 种 群 的 另外 两 组 比重 分 布 有 差异 ， 
变形 菌 门 和 拟 杆菌 门 在 BJCrylAb 处 理 组 中 所 占 比 
重 较 男 外 两 组 大 。DGGE 图 谱 聚 类 分 析 ( 图 3 ) 结果 
也 证 实 了 这 个 结论 ,同样 是 北京 种 群 , 经 过 人 工 饲料 
中 添加 Cry1Ab 和 CrylAc 饲养 40 代 以 后 上 肠 道 细菌 
群落 出 现 分 化 ,3 个 处 理 组 分 别 聚 类 到 不 同 的 分 支 ， 
BJCrylAc 组 与 BJCK 组 最 为 接近 ,相似 性 系数 达到 
76% ( 表 4) ,而 BJCrylAb 处 理 组 单独 聚 为 一 支 ,与 
对 照 组 相似 性 系数 只 有 55% 。 

对 于 福州 种 群 ,对 照 组 FZCK 菌落 的 丰富 度 明 
显 高 于 FZ1Ca。 在 门 分 类 阶 元 上 ,变形 菌 门 、 绿 弯 菌 


表 4 各 处 理 之 间 的 相似 性 系数 


















































Table 4 Similarity indexes among different treatments 





样本 代码 





Sumplereddes BJCK BjCryAb BJCrylAc FZCK FZlCa 
BJCK 1 
BJCryl Ab 0.55 1 
BJCryl Ac 0.76 0.67 1 
FZCK 0.76 0.67 0.70 1 
FZ1Ca 0.76 0.67 0.82 0.76 1 


门 、 拟 杆菌 门 和 放 线 菌 门 在 FZ1Ca 组 所 占 比 重 均 比 
对 照 组 FZCK 中 有 所 下 降 , 而 优势 菌 厚 壁 菌 门 所 占 
比重 上 升 ,其 中 绝对 优势 菌 肠 球菌 属 在 FZCK 中 所 
占 比重 低 于 FZ1Ca。 酸 杆菌 门 、 蓝 藻 门 和 疣 微 菌 门 
这 3 种 劣势 菌 在 福州 种 群 的 两 组 处 理 所 占 比重 也 有 
差异 ,同样 是 经 过 CrylCa 毒素 处 理 后 所 占 比 重 下 
降 。DGGE 图 谱 聚 类 分 析 ( 图 4) 结果 表明 ,福州 种 
群 的 两 个 处 理 组 聚 为 不 同 的 分 支 , 相似 性 系数 
为 76% 。 

通过 对 BJCK 组 和 FZCK 处 理 组 的 比较 可 以 看 
出 ,这 2 个 地 区 二 化 旦 种 群 中 肠 细菌 群落 结构 有 差 
异 。 优 势 菌 肠 球 菌 属 、 乳 杆菌 属 在 BJCK 组 所 占 比 
重 较 FZCK 组 大 。 而 变形 菌 门 、 绿 弯 菌 门 、 拟 杆菌 门 
和 许多 劣势 菌 等 则 在 FZCK 组 中 所 占 比重 较 大 。 
DGGE 图 谱 聚 类 分 析 结 果 表 明 ,BJCK 和 FZCK 聚 为 
一 支 , 且 相 似 性 系数 为 76% ,说 明 2 个 地 区 二 化 量 
幼虫 中 肠 的 细菌 群落 差异 不 大 。 而 BJCrylAc 和 
FZ1Ca 处 理 组 细菌 群落 结构 最 相似 ,根据 DGGE 图 
谱 聚 类 分 析 这 2 个 处 理 组 聚 为 一 支 (图 4) , 且 相 似 
性 系数 高 达 82% ,说 明 CrylCa 和 CrylAc 毒素 对 二 
化 坚 中 肠 细菌 有 着 相似 的 影响 。 
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BJCK 

0.76 
FZCK 

BJCrylA 
人 0.82 
FZ1Ca 
BJCry1Ab 
1.00 0.90 0.80 0.70 0.60 0.50 
相似 系数 


Similarity coefficient 











图 4 不 同 种 群 不 同 处 理 二 化 蜡 幼 虫 中 肠 细 菌 DGGE 图 谱 聚 类 分 析 

















Fig. 4 Clustering analysis of DGGE profile of bacterial community in the midgut of Chilo suppressalis larvae from 


different populations subjected to different treatments 








分 支 上 的 数字 为 自 引 导 值 ( Bootstrap ) ,节点 上 > 50% 的 

















引 值 标 出 ,重复 次 数 为 1 000。Numbers at nodes indicate the statistical support 


obtained from 1 000 bootstrap replicates; only reliability percentages above 50% are indicated. 


3 讨论 


通过 对 5 个 不 同 处 理 组 的 二 化 蜡 中 肠 细 菌 的 
16S rDNA V3 区 的 PCR 产物 DGGE 电泳 图 谱 对 比 
分 析 和 高 通 量 测序 ,发 现 5 个 不 同 处 理 组 的 二 化 晶 
中 肠 细菌 群落 结构 存在 一 定 的 差异 。 二 化 蜡 中 肠 细 
菌 种 类 丰富 ,优势 细菌 是 厚 壁 菌 门 的 肠 球 菌 属 和 乳 
杆菌 属 , 其 次 是 变形 菌 门 、 绿 弯 菌 门 、 拟 杆菌 门 和 放 
线 菌 门 等 。 厚 壁 菌 门 是 绝对 优势 菌 种 ,一 些 其 他 的 
研究 也 得 到 了 类 似 的 结果 ,Rani 等 (2009 ) 通过 分 离 
室内 饲养 和 田间 采集 的 斯 氏 按 蚊 Anopheles stephensi 
肠 道 内 的 微生物 种 群发 现 , 优 势 种 群 为 y- 变 形 菌 纲 
和 厚 壁 菌 门 。 厚 壁 菌 门 也 是 地 下 害虫 暗 晴 肠 道内 的 
绝对 优势 菌 ( 黄 胜 威 , 2012 ) 。 

同一 地 区 种 群 的 二 化 蜡 在 实验 室 饲养 几 到 几 十 
代 以 后 ,对 照 组 与 处 理 组 的 二 化 蜡 幼 虫 中 肠 细菌 所 
占 比 重 有 所 不 同 , 处 理 组 的 中 肠 优势 菌 肠 球菌 属 比 
重 增加 , 而 优势 菌 乳 杆 菌 属 在 处 理 组 中 所 占 比 重 下 
降 。 北 京 和 福州 这 两 个 不 同 地 区 的 二 化 蜡 种 群 在 不 
含 Bt 杀 虫 蛋白 的 饲料 中 饲 喂 不 同 的 代数 后 ,其 中 肠 
菌落 的 结构 丰 度 也 有 一 定 的 差异 。 一 方面 可 能 是 
于 两 个 处 理 的 饲养 代数 差异 造成 的 , 男 一 方面 也 可 
能 是 由 于 地 区 的 不 同 而 产生 的 差异 。 张 球 峰 等 
(2013 ) 发现 不 同 抗 药性 水 平 的 黑龙 江 、 连 云 港 、 瑞 
安 和 诸 既 种群 二 化 蜡 中 肠 细 戎 群落 丰富 度 存在 差 
异 , 因 此 可 能 与 不 同 地 区 二 化 坚 种 群 所 处 的 地 理 环 
境 、 抗 药性 筛选 等 有 关 。 




































































































































































肠 球菌 属 在 处 理 组 BJCryl1 Ab，BJCrylAc 和 
FZ1Ca 与 相应 的 对 照 组 BJCK 和 FZCK 相 比 ,所 占 比 
重 明显 增加 ,而 2 个 对 照 组 BJCK 和 FZCK 肠 球菌 属 
所 占 比重 相似 ,说 明 二 化 蜡 幼 虫 肠 道内 可 能 通过 肠 
球菌 属 比重 的 增加 ,来 适应 Bt 杀 虫 蛋白 的 处 理 , 也 
有 可 能 这 类 菌 更 能 耐 受 有 Bt 杀 虫 蛋白 的 肠 道 环境 。 
Johnston 和 Crickmore ( 2009 ) 以 及 Raymond 等 
(2009 ) 通过 用 抗生素 和 不 用 抗生素 处 理 的 无 苗 昆 
虫 验证 了 烟草 天 蛾 Manduca sexta 和 小 荣 蛾 的 肠 道 
内 的 肠 球菌 能 部 分 降低 CrylAe 的 杀 虫 活性 。 舞 毒 
蛾 幼虫 肠 道 内 共生 的 肠 球 菌 也 能 降低 苏 云 金 芽 移 杆 
菌 的 杀 虫 活性 ( Broderick ei al., 2004) 。 由 此 推断 肠 
球菌 属 作 为 昆虫 肠 道 环境 绝对 优势 菌 ,对 寄主 有 十 
分 重要 的 意义 ,使 用 Bt 杀 虫 蛋白 处 理 可 能 会 导致 该 
菌 比重 增加 ,说 明 该 菌 在 调节 昆虫 的 生理 活动 起 到 
有 益 的 作用 。 

乳 杆 菌 属 在 BJCK 组 中 所 占 比 重 是 BJCryl Ab 
和 BJCrylAc 组 的 3 ~6 倍 ,说 明 乳 杆菌 属 在 二 化 旦 
幼虫 受到 Bt 杀 虫 蛋白 的 影响 后 而 导致 该 菌 比重 降 
低 , 并 且 不 同 的 Bt 杀 虫 蛋白 对 乳 杆 戎 属 的 影响 也 有 
差异 。 在 福州 种 群 中 出 现 相 似 的 现象 ,FZCK 组 乳 
杆菌 属 所 占 比 重 是 FZ1Ca 组 的 3 倍 左右 。 植 物 乳 
杆菌 Lactobacillus plantarum 在 果 蝇 肠 道内 广泛 存 
在 ,该 菌 在 寄主 营养 缺乏 时 可 以 维持 其 正常 的 生命 
活动 ,还 能 通过 影响 胰岛 素 生 长 因子 信号 来 控制 果 晶 
的 生长 速度 (Storelli et al., 2011 ) 。 可 见 乳 杆 菌 属 对 
昆虫 生理 可 能 起 到 有 益 的 作用 ,Bt 杀 虫 蛋白 可 能 
致 该 菌 所 占 比重 下 降 ,从 而 影响 昆虫 的 生理 活动 。 
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芽孢 杆菌 属 在 北京 和 福州 种 群 的 处 理 组 和 对 照 
组 所 占 比 重 并 无 差异 ,说 明 二 化 蜡 幼 虫 中 肠 细菌 可 
能 有 一 定 的 承受 力 确保 该 菌 所 占 比 重 不 受 外 界 因素 
的 影响 ,从 而 保证 昆虫 的 生理 功能 正常 。 此 类 细菌 
的 重要 性 已 在 一 些 昆 虫 中 有 所 发 现 ,例如 :用 添加 肠 
道 优 势 菌 蜡 状 芽孢 杆菌 Bacillus cereus 的 饲料 和 用 
青霉素 消除 这 种 微生物 的 饲料 饲养 甜菜 夜 蛾 
Spodoptera exiguau , 发现 添加 芽孢 杆菌 的 甜菜 夜 蛾 其 
化 肾 率 和 肾 的 重量 都 提高 ,并 且 幼 虫 龄 期 和 死亡 率 
均 降 低 ( 李 香 香 , 2010) 。 

以 上 研究 表明 二 化 蜡 肠 道 微 生物 群落 结构 可 能 
与 Bt 杀 虫 重 白 的 介入 有 关系 。 本 文 结 果 显示 ,不 同 
处 理 的 二 化 螟 种 群 肠 道 微生物 的 丰富 度 存在 差异 ， 
但 这 些 菌 株 的 差异 是 否 对 Bt 杀 虫 制剂 抗 药性 的 产 
生存 在 一 定 关 联 , 还 需要 今后 深入 研究 。 
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